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Die  E r f i n d u n g   b e z i e h t   s i c h   auf   e i n e n   K o a k t i v a t o r   z u r  

A k t i v i e r u n g   von  H u m a n - P r o t e i n   C  in  G e g e n w a r t   v o n  

C a l c i u m i o n e n .  

Die  H a e m o s t a s e   w i r d   d u r c h   zwei  H a u p t m e c h a n i s m e n   k o n -  

t r o l l i e r t ,   n ä m l i c h   e i n e r s e i t s   d i e   G e r i n n u n g ,   w e l c h e   d a s  

E n t s t e h e n   e i n e s   G e r i n n s e l s   r e g u l i e r t ,   und  a n d e r e r s e i t s  

d u r c h   d i e   F i b r i n o l y s e ,   w e l c h e   fü r   d i e   R e g u l a t i o n   d e s  

G e r i n n s e l a b b a u s   v e r a n t w o r t l i c h   i s t .  

Die  G e r i n n u n g   v e r l ä u f t   nach  e i n e r   K a s k a d e n r e a k t i o n ,   b e i  

der   d u r c h   s u k z e s s i v e   A k t i v i e r u n g   ( T e i l p r o t e o l y s e )   v o n  

im  B l u t   z i r k u l i e r e n d e n   G e r i n n u n g s f a k t o r e n   ( P r o t e i n e )  

T h r o m b i n   g e b i l d e t   w i r d ,   w e l c h e s   F i b r i n o g e n   in  u n l ö s l i -  

c h e s   F i b r i n   u m w a n d e l t .  

Von  den  b e k a n n t e n   M e c h a n i s m e n   zur  p h y s i o l o g i s c h e n   R e g u -  

l i e r u n g   der   G e r i n n u n g   kommt  den  b e i d e n   f o l g e n d e n   b e -  

- s o n d e r e   B e d e u t u n g   z u :  

i)  Durch   A n t i t h r o m b i n   I I I   w i rd   der   T h r o m b i n - H e p a r i n -  

Komplex  an  d i e   O b e r f l ä c h e   der   E n d o t h e l i a l z e l l e n  

g e b u n d e n ,   w o d u r c h   das  T h r o m b i n   i n h i b i e r t   und  d a m i t  

d i e   G e r i n n s e l b i l d u n g   v e r h i n d e r t   w i r d .  

i i )   P r o t e i n   C  w i r d   d u r c h   T h r o m b i n   zu  a k t i v i e r t e m  

P r o t e i n   C  (PCa)  ü b e r g e f ü h r t ,   das  a l s   S e r i n p r o t e a s e  

w i r k t ,   w e l c h e   d ie   für   d i e   G e r i n n u n g   e r f o r d e r l i c h e n  

F a k t o r e n   V  und  V I I I   in  a k t i v i e r t e r   Form  (Va  u n d  

V I I I a )   a b b a u t ,   wodurch   d i e   G e r i n n s e l b i l d u n g   i n h i -  

b i e r t   o d e r   v e r z ö g e r t   w i r d .  



P r o t e i n   C  i s t   e i n   V i t a m i n   K  a b h ä n g i g e s   P l a s m a p r o t e i n  

m i t   e i n e m   M o l e k u l a r g e w i c h t   von  62  0.00.  Zum  A u f b a u   u n d  

zur   F u n k t i o n   von  P r o t e i n   C  i s t   auf  f o l g e n d e   L i t e r a t u r -  

s t e l l e n   h i n z u w e i s e n :   K i s i e l ,   W.:  J .   C l i n .   I n v e s t .   6 4 ,  

7 6 1 - 7 6 9   ( 1 9 7 9 ) ;   S a l a ,   N. ,   Owen,  W.  G . ,   C o l l e n ,   B. :   B l o o d  

63,   6 7 1 - 6 7 5   ( 1 9 8 4 ) ;   C a z e n a v e ,   J.  P . ,   W i e s e l ,   M . - L . ,  

G r u n e b a u m ,   L . ,   F r e y s s i n e t ,   J . - M . ,   D o r n e r ,   M.,  P r i t s c h e ,   R . ,  

G r e b e r ,   S . ,   S p a e t h e ,   R . ,   L a m p a r t ,   A. :   V I I I t h   I n t e r n a t i o n a l  

C o n g r e s s   on  T h r o m b o s i s ,   I s t a n b u l   ( 1 9 8 4 ) ;   F r e y s s i n e t ,   J . M . ,  

G r u n e b a u m ,   L . ,   W i e s e l ,   M.  L . ,   P r i t s c h e ,   R . ,   G r e b e r ,   S . ,  

L a m p a r t ,   A. :   T i t i s e e   M e e t i n g   on  P r o t e i n   C  . ( 1 9 8 4 ) ;  

Esmon,   C.  T . ,   Esmon,   N.  L . :   Semin .   T h r o m b .   H e m o s t a s .   1 0 ,  

1 2 2 - 1 3 0   ( 1 9 8 4 ) ;   S a l e m ,   H.  H.  B r o z e ,   G.  J . ,   M i l e t i c h ,  

J .   P . ,   M a g e r u s ,   P.  W.:  P r o c .   N a t l .   Acad .   S c i .   USA  8 0 ,  

1 5 8 4 - 1 5 8 8   ( 1 9 8 3 ) ;   G r i f f i n ,   J.  H.:  S e m i n .   T h r o m b .   H e m s t a s .  

10,   1 6 2 - 1 6 6   ( 1 9 8 4 ) ;   B e r t i n a ,   R.  M.,  B r o e c k m a n s ,   A.  W . ,  

K r o m m e n h o e c k - v a n ,   E . ,   van  W i j n g a r d e n ,   A. :   T h r o m b .  

H a e m o s t a s .   51,  1-5  ( 1 9 8 4 ) ;   W a l k e r ,   F.  J . :   T h r o m b o s i s  

R e s e a r c h   22,   3 2 1 - 2 7   ( 1 9 8 1 ) .  

Es  wurde   f e s t g e s t e l l t ,   daß  zur  Umwandlung   von  P r o -  

t e i n  C   zu  a k t i v i e r t e m   P r o t e i n   C,  d u r c h   T h r o m b i n  

in  G e g e n w a r t   von  C a l c i u m i o n e n   in  p h y s i o l o g i s c h e n  

K o n z e n t r a t i o n e n ,   K o a k t i v a t o r e n   e r f o r d e r l i c h   s i n d .  

B i s h e r   s i n d   zwei  K o a k t i v a t o r e n   b e k a n n t ,   und  z w a r  

s o g e n a n n t e s   T h r o m b o m o d u l i n ,   das  aus  K a n i n c h e n  -   o d e r  

R a t t e n l u n g e  g e w o n n e n   w i rd   (Esmon,   C h a r l e s   T.  C o n t e m -  

p o r a r y   H e m a t o l o g y / O n c o l o g y ,   1984,  S e i t e n   1 3 7  -  

1 5 4 ) ,   s o w i e   der  F a k t o r   Va  ( S a l e m ,   H.  H.  B r o z e ,  

G.  J . ,   M i l e t i c h ,   J.  P . ,   M a g e r u s ,   P.  W.:  P r o c .   N a t l .  

Acad .   S c i .   USA  80,  1 5 8 4 - 1 5 8 8 ,   1 9 8 3 ) .  



W e i t e r h i n   haben   k l i n i s c h e   S t u d i e n   g e z e i g t ,   daß  F a m i l i e n  

mit  h ä u f i g e n   T h r o m b o s e f a l l e n   e i n e n   a n g e b o r e n e n   M a n g e l  

an  P r o t e i n   C  a u f w e i s e n   können  ( G r i f f i n ,   H.  H.:  S e m i n .  

Thromb.   H e m s t a s ,   10,  1 6 2  -   166,   1 9 8 4 ) .   Der  P r o t e i n  

C - G e h a l t   im  P l a sma   s c h e i n t   neben   der   T h r o m b o s e d i a g n o s t i k  

j e d o c h   auch  in  a n d e r e n   k l i n i s c h e n   F ä l l e n   w i c h t i g   zu 

s e i n ,   z.  B.  f ü r   d ie   d i s s e m i n i e r t e   i n t r a v a s k u l ä r e   G e r i n -  

n u n g .  

Es  i s t   b e k a n n t ,   den  P r o t e i n   C - G e h a l t   im  m e n s c h l i c h e n  

P lasma   d u r c h   d ie   L a u r e l l - R o c k e t - I m m u n e l e k t r o p h o r e s e  

mit  einem  A n t i - P r o t e i n   C - A n t i s e r u m   zu  e r m i t t e l n   ( E s m o n ,  

C h a r l e s   T . ,   C o n t e m p o r a r y   H e m a t o l o g y / O n c o l o g y ,   1 9 8 4 ,  

S e i t e   137  f f . ) .   Dabei  kann  j e d o c h   nur  der  G e s a m t g e h a l t  

des  P r o t e i n   C  e r m i t t e l t   w e r d e n ,   n i c h t   j e d o c h   d e s s e n  

b i o l o g i s c h e   A k t i v i t ä t ,   auf  d i e   es  bei  der  D i a g n o s e  

aber   vor  a l l e m   a n k o m m t .  

Auch  s ind   b e r e i t s   F u n k t i o n s t e s t s   fü r   H u m a n - P r o t e i n  

C  b e k a n n t ,   a l s o   Methoden   zur  B e s t i m m u n g   der  b i o l o g i s c h e n  

A k t i v i t ä t   von  P r o t e i n   C  ( S a l a ,   N. ,   Owen,  W.G.,  B r o e c k -  

manns ,   A.  W.,  K r o m m e n h o e c k - v a n ,   E . ,   van  W i j n g a r d e n ,  

A.:  Thromb.   H a e m o s t a s .   51,  1 -5 ;   1 9 8 4 ) .  

D i e s e   T e s t s   b e n ö t i g e n   aber   g r o ß e   Mengen  an  k o s t s p i e l i -  

gen  R e a g e n z i e n   ( h u m a n e s  @ - T h r o m b i n ,   A n t i t h r o m b i n   I I I ,  

H e p a r i n ,   H i r u d i n ,   h o c h g e r e i n i g t e s   K a n i n c h e n   T h r o m b o m o d u -  

l i n )   und  s i n d   nur  in  e i n e r   G e s a m t d a u e r   von  m i n d e s t e n s  

6  S t u n d e n  d u r c h f ü h r b a r .  

Es  b e s t e h t   d a h e r   e in   g r o ß e s   B e d ü r f n i s   nach  e i n e r   B e s t i m -  

m u n g s m e t h o d e ,   i n s b e s o n d e r e   e inem  F u n k t i o n s t e s t   f ü r  

P r o t e i n   C  in  m e n s c h l i c h e m   P l a s m a ,   der   mit  r o u t i n e m ä ß i g e r  

A n a l y s e   s c h n e l l ,   genau  und  mit   g e r i n g e m   K o s t e n a u f w a n d  

d u r c h f ü h r b a r   i s t .  



Durch   d i e   E r f i n d u n g   w i r d   e in   K o a k t i v a t o r   zur   A k t i v i e r u n g  

von  H u m a n - P r o t e i n   C  in  G e g e n w a r t   von  C a l c i u m i o n e n :  

b e r e i t g e s t e l l t ,   der   im  w e s e n t l i c h e n   nach  den  im  A n s p r u c h  

1  a n g e g e b e n e n   V e r f a h r e n s s c h r i t t e n   e r h ä l t l i c h   i s t .  

D i e s e r   K o a k t i v a t o r   ( E x t r a k t )   i s t   b i l l i g   und  e r m ö g l i c h t  

d i e   D u r c h f ü h r u n g   d e s   F u n k t i o n s t e s t s   in  u n g e f ä h r   2  S t u n -  

d e n .   Die  z u s ä t z l i c h e n   R e a g e n z i e n   ( o L - T h r o m b i n ,   H i r u d i n )  

w e r d e n   a u ß e r d e m   in  k l e i n e n   Mengen  e i n g e s e t z t .  

Es  w u r d e   f e s t g e s t e l l t ,   daß  der   e r f i n d u n g s g e m ä ß e   K o a k t i -  

v a t o r   e i n e n   G l y c o - P r o t o - L i p i d - K o m p l e x   der   Z e l l m e m b r a n  

mi t   e i n e m   M o l e k u l a r g e w i c h t   von  40  b i s   100  000  D a l t o n s  

d a r s t e l l t .  

Wird  de r   e r f i n d u n g s g e m ä ß e   K o a k t i v a t o r   e i n e r   m e n s c h l i c h e n  

P l a s m a p r o b e   z u g e g e b e n ,   so  w i rd   das  P r o t e i n   C  r a s c h  

in  a k t i v i e r t e s   P r o t e i n   C  u m g e w a n d e l t .   Das  a k t i v i e r t e  

P r o t e i n   C  (PCa)   kann  dann  mi t   e inem  c h r o m o g e n e n   S u b s t r a t -  

V e r f a h r e n   b e s t i m m t   w e r d e n .  

Durch   den  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   K o a k t i v a t o r   wi rd   d a m i t  
d i e   M ö g l i c h k e i t   g e s c h a f f e n ,   e i n e n   P r o t e i n   C - F u n k t i o n s -  

t e s t   a l s   e i n f a c h e n   R o u t i n e t e s t   d u r c h z u f ü h r e n .  

Auch  kann  d i e s e r   R o u t i n e t e s t   p r o b l e m l o s   a u t o m a t i s i e r t  

w e r d e n .   Als  f r i s c h e s   m e n s c h l i c h e s   Organ  kommt  in  e r s t e r  

L i n i e   d i e   P l a c e n t a   in  F r a g e .   Daneben   i s t   auch  d ie   V e r -  

w e n d u n g   von  L u n g e ,   G e h i r n ,   N i e r e n   und  Lebe r   d e n k b a r .  

E b e n s o   s i n d   Z e l l k u l t u r e n ,   i n s b e s o n d e r e   e n d o t h e l i a l e  

Z e l l k u l t u r e n   a l s   A u s g a n g s m a t e r i a l   zur   H e r s t e l l u n g   d e s  

e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   K o f a k t o r s   g e e i g n e t .  



D e r  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   F u n k t i o n s t e s t   für   P r o t e i n   C  im 

m e n s c h l i c h e n   P l a s m a   kann  q u a l i t a t i v . ,   h a l b q u a l i t a t i v ,  

q u a n t i t a t i v   o d e r   nach   e inem  S c r e e n i n g - V e r f a h r e n   d u r c h -  

g e f ü h r t   w e r d e n .   S t a t t   e inem  c h r o m o g e n e n   S u b s t r a t   k a n n  

auch  e in   f l u o r o g e n e s   ode r   l u m i n e s z e n t e s   S u b s t r a t   z u r  

B e s t i m m u n g   der   a m i d o l y t i s c h e n   A k t i v i t ä t   des  a k t i v i e r t e n  

P r o t e i n   C  v e r w e n d e t  w e r d e n .  

Neben  der   B e s t i m m u n g   des  P r o t e i n   C - G e h a l t s   a u f g r u n d   d e r  

a m i d o l y t i s c h e n   A k t i v i t ä t   kann  der   F u n k t i o n s t e s t   a u c h  

nach  e i n e r   G e r i n n u n g s m e t h o d e   d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n .   D a s  

h e i ß t ,   der  P r o t e i n   C - G e h a l t   w i rd   anhand   der  Z e i t d i f f e r e n z  

z w i s c h e n   der   a k t i v i e r t e n   p a r t i e l l e n   T h r o m o p l a s t i n z e i t  

mit   und  ohne  K o a k t i v a t o r   e r m i t t e l t .  

Die  n a c h s t e h e n d e n   B e i s p i e l e   d i e n e n   der  w e i t e r e n   E r l ä u -  

t e r u n g   der   E r f i n d u n g .  

B e i s p i e l   1 

D i e s e s   B e i s p i e l   b e z i e h t   s i c h   auf   d ie   E x t r a k t i o n   des   e r -  

f i n d u n g s g e m ä ß e n   K o a k t i v a t o r s   aus  P l a c e n t a .  

F r i s c h e   H u m a n p l a c e n t a   wi rd   z e r k l e i n e r t   und  m e h r f a c h   m i t  

p h y s i o l o g i s c h e r   K o c h s a l z l ö s u n g   ( 0 , 9   Gew.-%)  g e w a s c h e n .  

Danach  w i r d   e i n m a l   mit   T R I S - H C l - P u f f e r   ( 0 , 0 2  -   0 , 1 5   M ) ,  

der  S a c c h a r o s e   ( 0 , 0 5  -   0 ,3   M),  B e n z a m i d i n   ( 0 , 1  -   10  mM), 

P h e n y l - m e t h y l s u l f o n y l - f l u o r i d   ( 0 , 1  -   2  mM)  und  NaN3 
( 0 , 0 1  -   0 , 0 2   Gew.-%)  e n t h ä l t ,   g e w a s c h e n .   Das  M a t e r i a l  

wi rd   a n s c h l i e ß e n d   auf   -50  b i s   - 8 0  ° C   t i e f g e f r o r e n .   Das  

a u f g e t a u t e   M a t e r i a l   w i rd   h o m o g e n i s i e r t   und  mit   dem  g l e i -  

chen  T R I S - P u f f e r   g e w a s c h e n   und  a n s c h l i e ß e n d   b e i  

20  000  g  30  min  be i   4  °C  z e n t r i f u g i e r t .   Das  P r ä z i p i t a t  

wi rd   a n s c h l i e ß e n d   1  b i s   18  h  be i   pH  7,0  b i s   8 ,0   m i t  

e inem  T R I S - H C l - P u f f e r   (20  b i s   150  mM)  der  S a c c h a r o s e  

( 0 , 0 5   b i s   0 ,3   M),  B e n z a m i d i n   ( 0 , 1   b i s   10  mM),  NaN3 
( 0 , 0 1   b i s   0 , 02   Gew.-%)  und  e i n   D e t e r g e n z   ( 0 , 0 1  -   2  G e w . - % )  



e n t h ä l t ,   e x t r a h i e r t .   Als  D e t e r g e n z   können   T r i t o n   X - 1 0 0 ,  

LAPAO  ( L a u r y l - a m i d o - p r o p y l - N , N - d i m e t h y l a m i n - o x i d ) ,  

Tween  20,  40,  60  o d e r   80,  G a l l e n s ä u r e n   ( C h o l a t e ) ,   A l k y l  

(n  -  5 - 1 5 ) -   G l y c o -   ( o d e r   M a n n o ) - P y r a n o s i d e ,   NP  4 0 ,  

LUBROL  PX  ( E t h y l e n o x i d - K o n d e n s a t   von  F e t t a l k o h o l e n ) ,  

CHAPS  ( 3 - ( 3 - C h o l a m i d o p r o p y l )   d i m e t h y i a m i n i o - 3 - p r o p a n s u l -  

f a t )   o d e r   STEROX  ( e t h o x y l i e r t e r   T h i o e t h e r )   v e r w e n d e t  

w e r d e n .   Nach  dem  Z e n t r i f u g i e r e n   bei  30  000  g  30  m i n .  

bei  4  °C  wi rd   der   Ü b e r s t a n d   mit   m e h r e r e n   F i l t e r n   ( z .  

B.  3  pm,  1 ,2  pm,  0 ,8   µm  und  0 ,4   µm)  f i l t r i e r t   und  a n -  

s c h l i e ß e n d   k o n z e n t r i e r t .   Das  F i l t r a t   w i rd   a n s c h l i e ß e n d  

mi t   P h o s p h o l i p h a s e   A2  ( 0 , 0 0 1   E i n h e i t e n / m l   -   3  E i n h e i t e n  

/m1)  aus  S ä u g e t i e r - P a n c r e a s e   10  min  b i s   10  h  in  G e g e n -  

w a r t   von  C a l c i u m   (5  mM)  bei  22  b i s   37  °C  b e h a n d e l t .  

Der so  gewonne  P l a c e n t a - E x t r a k t   wird  durch  Chromatographie  m i t  

D E A E - S e p h a c e l   w e i t e r   g e r e i n i g t .   Der  P r o t e i n   C - K o a k t i v a -  

t o r   w i r d   d a d u r c h   von  e i n e r   k o n t a m i n i e r e n d e n   a m i d o l y t i -  

s c h e n   A k t i v i t ä t   b e f r e i t ,   d.  h.  e i n e r   A k t i v i t ä t ,   - d i e  

den  F u n k t i o n s t e s t   anhand   der   a m i d o l y t i s c h e n   A k t i v i t ä t  

b e e i n t r ä c h t i g e n   w ü r d e .   Eine   A n a l y s e   auf  SDS-PAGE  d e s  

g e r e i n i g t e n   M a t e r i a l s   z e i g t e   e in   P r o t e i n - B a n d   mit   e i n e r  

V e r t e i l u n g   z w i s c h e n   40  000  und  100  000  D a l t o n s .  

B e i s p i e l   2 

In  d i e s e m   B e i s p i e l   wird   d i e   E x t r a k t i o n   des  P r o t e i n  

C - K o a k t i v a t o r s   u n t e r   s p e z i f i s c h e r   V e r w e n d u n g   von  T r i -  

ton   X-100  b e s c h r i e b e n .  

100  g  f r i s c h e   H u m a n p l a z e n t a   wurden   z e r k l e i n e r t   u n d  

f ü n f m a l   mit   e i n e m   L i t e r   e i n e r   0 , 9 - g e w i c h t s p r o z e n t i g e n  

w ä s s r i g e n   N a c l - L ö s u n g   in  G e g e n w a r t   von  1  mM  P h e n y l m e t h y l -  

s u l f o n y l f l u o r i d   g e w a s c h e n .   A n s c h l i e ß e n d   wurde   mit   2 

L i t e r   T R I S - H C 1 - P u f f e r   (20  mM,  pH  7 , 5 ) ,   der  0 ,25   M 

S a c c h a r o s e ,   1  mM  B e n z a m i d i n ,   1  mM  P h e n y l m e t h y l s u l f o n y l -  
f l u o r i d   und  0 ,01   %  (G/V)  NaN3  e n t h i e l t ,   g e w a s c h e n .  
Das  M a t e r i a l   wurde   t i e f g e f r o r e n   und  bei  minus  70°C  a u f b e w a h r t .  



Nach  dem  A u f t a u e n   wurde   das   M a t e r i a l   m i t   e i n e m   e l e k t r i -  

s c h e n   G e r ä t   3  M i n u t e n   l a n g   h o m o g e n i s i e r t .   D a n a c h   w u r d e  

1  L i t e r   des   oben   e r w ä h n t e n   T R I S - H C l - P u f f e r s   h i n z u g e g e b e n  

und  a n s c h l i e ß e n d   f ü n f m a l   m i t   e i n e m   L i t e r   d i e s e s   P u f f e r s  

b e i   R a u m t e m p e r a t u r   und  u n t e r   R ü h r e n   g e w a s c h e n .   D a s  

H o m o g e n a t   w u r d e   m i t   20000  g  b e i   4°C  30  M i n u t e n   l a n g  

z e n t r i f u g i e r t .   Der  N i e d e r s c h l a g   w u r d e   dann   m i t   30  m l  

T R I S - H C l - P u f f e r   (20  mM ,  pH  7 , 5 ) ,   d e r   0 , 2 5   M  S a c c h a r o s e ,  

1  mM  B e n z a m i d i n ,   0,01  %  (G/V)  NaN3  und  0 ,5   (V/V)  T r i t o n  

X-100  e n t h i e l t ,   e x t r a h i e r t .   D i e s e   E x t r a k t i o n   w u r d e  

2  S t u n d e n   l a n g   d u r c h g e f ü h r t .   Nach  dem  Z e n t r i f u g i e r e n  

m i t   30000  g  b e i   4°C  30  M i n u t e n   l a n g   wurd   e  d e r   ü b e r s t a n d  

n a c h e i n a n d e r   d u r c h   M i l l i p o r e - M e m b r a n e n   m i t   3  µm,  1 , 2  

um,  4  µm,  1 ,2   µm,  0 ,8   µm  und  0 ,4  µm  f i l t i e r t   und  s c h l i e ß -  

l i c h   f ü n f m a l   m i t   e i n e m   A m i c o n - G e r ä t   u n t e r   V e r w e n d u n g  

von  PM-10  M e m b r a n e n   k o n z e n t r i e r t .   Das  F i l t r a t   wi rd   w i e  

im  B e i s p i e l   1  mit  P h o s p h o l i p a s e   A2  b e h a n d e l t .  

B e i s p i e l   3 

D i e s e s   B e i s p i e l   b e s c h r e i b t   d ie   E x t r a k t i o n   des  P r o t e i n  
C - K o a k t i v a t o r s   u n t e r   s p e z i f i s c h e r   V e r w e n d u n g   v o n  
B e t a - D - o c t y l - g l y c o s i d .  

Es  wurde  so  v o r g e g a n g e n   wie  im  B e i s p i e l   2,  j e d o c h  
a n s t e l l e   von  T r i t o n - X - 1 0 0 ,   B e t a - D - o c t y l - g l y c o s i d  
mit   e i n e r   E n d k o n z e n t r a t i o n   von  1  %  (Gew/V)  v e r w e n d e t .  
D ieses   D e t e r g e n z   kann  aus  e inem  Gemisch   nach  der  E x -  
t r a k t i o n   l e i c h t   e n t f e r n t   w e r d e n .  



B e i s p i e l  4  

Nach  d i e s e m   B e i s p i e l   w i r d   d i e   b i o l o g i s c h e   A k t i v i t ä t   d e s  

K o a k t i v a t o r s   b e s t i m m t ,   und  zwar  a n h a n d   d e s s e n   F ä h i g k e i t ,  

d i e   A k t i v i e r u n g   v o n  P r o t e i n   C  zu  a k t i v i e r t e m   P r o t e i n   C 

(PCa)   d u r c h   T h r o m b i n   in  G e g e n w a r t   von  C a l c i u m   zu  s t i m u -  

l i e r e n .  

Die  A k t i v i e r u n g   w i r d   in  e i n e m   T R I S - H C l - P u f f e r   ( 0 , 0 5   M, 

pH  7 , 5 ) ,   der   0 ,1   M  NaC1,  0 , 0 1   Gew.-%  NaN3,  5  mM  C a C 1 2  
und  50  µg /ml   H u m a n - A l b u m i n   e n t h ä l t ,   d u r c h g e f ü h r t .   D i e  

R e a g e n z - M i s c h u n g   e n t h ä l t   d a b e i   be i   e inem  G e s a m t v o l u m e n  

von  200  µ1  1  b i s   5  µ g / m l   T h r o m b i n ,   50  ug /ml   P r o t e i n   C 

und  v e r d ü n n t e n   K o a k t i v a t o r   und  w i r d   30  min  be i   3 7  ° C  

i n k u b i e x t .   Die  R e a k t i o n   w i r d   mi t   e i n e m   U b e r s c h u ß   a n  

T h r o m b i n - I n h i b i t o r   ( b e i s p i e l s w e i s e   H i r u d i n ,   @ - N A P A P ,  

A n t i t h r o m b i n   I I I   und  H e p a r i n )   g e s t o p p t .   Die  Menge  a n  

a k t i v i e r t e m   P r o t e i n   C  (PCa)  w i r d   p h o t o m e t r i s c h ,   b e i -  

s p i e l s w e i s e   nach   e i n e m   c h r o m o g e n e n ,   f l u o r o g e n e n   o d e r  

l u m i n i p h o r e n   S u b s t r a t t e s t   g e m e s s e n .   (z .   B. 
S p a l t e t   PCa  das   C h r o m o g e n - S u b s t r a t   S  2238  und  der   s o m i t  

f r e i g e s e t z t e   p a r a - N i t r o a n i l i n - C h r o m o p h o r   kann  be i   405  nm 

p h o t o m e t r i s c h   b e s t i m m t   w e r d e n ) .  

B e i s p i e l   5 

In  d i e s e m   B e i s p i e l   w i r d   e in   F u n k t i o n s t e s t   zur   B e s t i m -  

mung  der  b i o l o g i s c h e n   A k t i v i t ä t   des  P r o t e i n   C  b e s c h r i e -  

ben .   D i e s e r   T e s t   b a s i e r t   auf  der   F ä h i g k e i t   des  K o a k t i -  

v a t o r s ,   d ie   Umwand lung   von  P r o t e i n   C  zu  a k t i v i e r t e m  

PC  (PCa)  d u r c h   T h r o m b i n   in  G e g e n w a r t   von  C a l c i u m   zu 

s t i m u l i e r e n .  

Der  Tes t   wi rd   f o l g e n d e r m a ß e n   d u r c h g e f ü h r t :  



1  ml  P l a s m a   ( P r o b e ,   de ren   P r o t e i n  C - G e h a l t   b e s t i m m t  

w e r d e n   s o l l )  

+  60  µl  BaC12  1  M 

w e r d e n  2 0   min  bei  4°C  g e r ü h r t   und  a n s c h l i e ß e n d   z e n t r i -  

f u g i e r t .   Der  N i e d e r s c h l a g   wird  zweimal   mit   1  ml  I m i d a -  

z o l - ( 2 0   mM)  P u f f e r ,   pH  6 , 0 ,   der  B e n z a m i d i n e   (10  mM) 

und  NaC1  ( 0 , 2   M)  e n t h ä l t ,   g e w a s c h e n .  

Der  g e w a s c h e n e   N i e d e r s c h l a g   wird  a n s c h l i e ß e n d   in  0 , 5  

ml  MES  ( 2 - N - M o r p h o l i n o - e t h a n d - s u l f o n i c - a c i d )   P u f f e r ,  

pH  6 , 0 ,   der   0 , 2 3   M  N a - C i t r a t   e n t h ä l t ,   w i e d e r   a u f g e -  

l ö s t .   Durch  Zugabe   von  P o l y - e t h y l e n - g l y c o l   w e r d e n  

a l l e   P r o t e i n e ,   und  d a d u r c h   auch  P r o t e i n   C,  w i e d e r  

p r ä z i p i t i e r t .   Nach  Z e n t r i f u g a t i o n   wird  der   N i e d e r s c h l a g  

in  200  µl  TRIS  (50  mM)-NaC1  (0,1  M ) - P u f f e r ,   pH  7 , 5 ,  

r e s u p e n d i e r t   und  CaCl2  (5  mM),  Thrombin   ( 0 , 5   E i n h e i t e n )  

s o w i e   50  µl  K o a k t i v a t o r l ö s u n g   werden   d a z u g e m i s c h t  

( T o t a l v o l u m e n   300  µ l ) .   Das  Gemisch  wird   30  min  b e i  

37°C  i n k u b i e r t   und  d i e   R e a k t i o n   danach   mit   5  E i n h e i t e n  

(ATU)  H i r u d i n   g e s t o p p t .  

Das  d e r m a ß e n   a k t i v i e r t e   PC  (PCa)  wird  d u r c h   Z u s a t z  

e i n e s   c h r o m o g e n e n   S u b s t r a t s   p h o t o m e t r i s c h   oder   d u r c h  

d i e   A P T T - V e r l ä n g e r u n g   (APTT  a k t i v i e r t e   p a r t i e l l e  

T h r o m b o p l a s t i n z e i t )   g e m e s s e n .  

a)  C h r o m o g e n i s c h e   S u b s t r a t   M e s s u n g  

300  µl  der  P C a - L ö s u n g  

+  650  µl  des  oben  e r w ä h n t e n   TRIS-NaCI  P u f f e r s  

+  50  µl  C h r o m o g e n e s   S u b s t r a t   (S2238  oder   S 2 2 6 6 )  

w e r d e n   g e m i s c h t   und  d ie   OD/min  g e m e s s e n .  

b)  A P T T - V e r l ä n g e r u n g  

100  µl  der  P C a - L ö s u n g  

+  100  µl  A c t i n  

w e r d e n   in  100  µl  CaC12  v e r m i s c h t   und  d ie   APTT  g e m e s s e n .  

Als  K o n t r o l l e n   werden   g e r e i n i g t e s   P r o t e i n   C  und  P r o t e i n  
C - M a n g e l p l a s m a   b e n ü t z t .  



1.  K o a k t i v a t o r   zu r   A k t i v i e r u n g   von  H u m a n - P r o t e i n   C  i n  

G e g e n w a r t   von  C a l c i u m i o n e n ,   e r h ä l t l i c h   d u r c h   f o l g e n d e  

V e r f a h r e n s s c h r i t t e :  

a)  Ein  z e r k l e i n e r t e s   f r i s c h e s   m e n s c h l i c h e s   O r g a n  

o d e r   e i n e   m e n s c h l i c h e   Z e l l k u l t u r   w i r d   m i t   e i n e m  

T R I S - H C l - P u f f e r ,   der   S a c c h a r o s e   ( 0 , 0 5  -   0 ,3   M ) ,  

B e n z a m i d i n   ( 0 , 1  -   10  mM),  P h e n y l - m e t h y l s u l f o n y l -  

f l u o r i d   ( 0 , 1  -   10  m)  und  NaN3  ( 0 , 0 1   Gew. -%)   e n t -  

h ä l t ,   g e w a s c h e n   und  a n s c h l i e ß e n d   t i e f g e f r o r e n .  



b)  Aus  dem  t i e f g e f r o r e n e n   M a t e r i a l   w i rd   nach  dem 

A u f t a u e n   in  dem  g l e i c h e n   P u f f e r   wie  u n t e r   a)  e i n  

Homogena t   h e r g e s t e l l t   und  a n s c h l i e ß e n d   mit   dem 

g l e i c h e n   P u f f e r   wie  u n t e r   a ) ,   j e d o c h   mit  e i n e m  

Z u s a t z   von  0 , 0 0 5   b i s   5  Gew.-%  D e t e r g e n z   e x t r a h i e r t .  

c)  Der  E x t r a k t  w i r d   f i l t r i e r t .  

2.  K o a k t i v a t o r   nach  A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  zur  B e s e i t i g u n g   e i n e r   T h r o m b o p l a s t i n - A k t i v i t ä t  

der   E x t r a k t   nach  dem  F i l t r i e r e n   e i n e r . B e h a n d l u n g   m i t  

P h o s p h o l i p a s e   A2  u n t e r w o r f e n   w i r d .   - 

3.  K o a k t i v a t o r   nach  A n s p r u c h   1  oder   2,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  a l s   m e n s c h l i c h e s   Organ   P l a c e n t a   v e r w e n -  

de t   w i r d .  

4.  K o a k t i v a t o r   nach   e i n e m   der   v o r s t e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  a l s   D e t e r g e n z   T r i t o n   X - 1 0 0 ,  

Tween  2 0 - 4 0 - 6 0 - 8 0 ,   C h o l a t e ,   A l k y l - g l y c o -   oder   - m a n n o -  

p y r a n o s i d e ,   LAPAO,  N P - 4 0 ,   L u l e p a l   PX,  Lub ro l   PX, 

CHAPS  oder   S t e r o x   v e r w e n d e t   w i r d .  

-5.   K o a k t i v a t o r   nach  e i n e m   der   v o r s t e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  der  E x t r a k t   nach  dem 

F i l t r i e r e n   e i n e r   R e i n i g u n g  
u n t e r w o r f e n   w i r d .  

6.  K o a k t i v a t o r   nach  e i n e m   der   v o r s t e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  er  zur   S t a b i l i s i e r u n g  
einem  phys ika l i schen   Verfahren  unterworfen  wird  und/oder  ihm 

a n t i m i k r o b i o l o g i s c h e   M i t t e l   u n d / o d e r   NaN3  z u g e s e t z t  

w i r d .  

7.  V e r f a h r e n   zur  B e s t i m m u n g   des  P r o t e i n   C - G e h a l t s   im 

m e n s c h l i c h e n   P l a s m a ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d e r  

P r o b e   e in   K o a k t i v a t o r   nach   e inem  der   v o r s t e h e n d e n  

A n s p r ü c h e   zur  Umwandlung   des  P r o t e i n   C  i n  a k t i v i e r t e s  



P r o t e i n   C  z u g e s e t z t   w i r d .  

8.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   7,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  de r   G e h a l t   des  a k t i v i e r t e n   P r o t e i n   C  in  e i n e m  

F u n k t i o n s t e s t   nach  e i n e r   G e r i n n u n g s m e t h o d e   o d e r  

a u f g r u n d   s e i n e r   a m i d o l y t i s c h e n   A k t i v i t ä t   b e s t i m m t  

w i r d .  

9.  V e r f a h r e n   nach  A n s p r u c h   8,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  d i e   a m i d e l y t i s c h e   A k t i v i t ä t   d u r c h   S p a l t u n g  

e i n e s   P e p t i d s   mit   nach  de r   S p a l t u n g   a n a l y t i s c h  

g e n a u   und  l e i c h t   e r f a ß b a r e r   I n d i k a t o r - G r u p p e   e r f o l g t  

10.  D i a g n o s t i s c h e   Reagenz   zur   D u r c h f ü h r u n g   des  V e r f a h -  

r e n s   nach   e inem  der  A n s p r ü c h e   7  b is   9,  e n t h a l t e n d  

K o a k t i v a t o r   nach  e inem  de r   A n s p r ü c h e   1  b i s   6 .  

11.  T h e r a p e u t i s c h e s   M i t t e l ;   e n t h a l t e n d   K o a k t i v a t o r  

nach   e i n e m  d e r   A n s p r ü c h e   1  b i s   6  z u r  B e h a n d l u n g  

von  G e r i n n u n g s d e f e k t e n .  

12.  M i t t e l   nach   A n s p r u c h   11  zur   B e h a n d l u n g   von  T h r o m b o s e .  

. 1 3 .   A u s r ü s t u n g   ( k i t   of  p a r t s ) ,   e n t h a l t e n d   K o a k t i v a t o r  

nach  e i n e m   de r   A n s p r ü c h e   1  b i s   6  sowie   T h r o m b i n  

I n h i b i t o r .  
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